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ABSTRACT 28 
 29 
Daptomycin is a highly efficient last resort antibiotic that targets the bacterial cell membrane. 30 
Despite  its  clinical  importance,  the  exact mechanism  by which  it  kills  bacteria  is  not  fully 31 
understood.  Different  experiments  have  led  to  different  models,  including  (i)  cell  wall 32 
synthesis blockage, (ii) membrane pore formation and (iii) generation of altered membrane 33 
curvature leading to aberrant recruitment of proteins. To determine which model is correct, 34 
we  carried  out  a  comprehensive mode  of  action  study  using  the model  organism Bacillus 35 
subtilis  and  different  assays,  including  proteomics,  ionomics  and  fluorescence  light 36 
microscopy. We found that daptomycin causes a gradual decrease in membrane potential but 37 
does not form discrete membrane pores. While we found no evidence for altered membrane 38 
curvature,  we  confirmed  that  daptomycin  inhibits  cell  wall  synthesis.  Interestingly,  using 39 
different  fluorescent  lipid  probes, we  showed  that  binding  of  daptomycin  led  to  a  drastic 40 
rearrangement of fluid lipid domains, affecting overall membrane fluidity. Importantly, these 41 
changes resulted in rapid detachment of the membrane‐associated lipid II synthase MurG and 42 
the phospholipid synthase PlsX. Both proteins preferentially co‐localize with fluid membrane 43 
microdomains. Delocalization of these proteins is presumably a key reason why daptomycin 44 
blocks  cell  wall  synthesis.  Finally,  clustering  of  fluid  lipids  by  daptomycin  likely  causes 45 
hydrophobic mismatches between fluid and more rigid membrane areas. This can facilitate 46 
proton  leakage  and  may  explain  the  gradual  membrane  depolarization  observed  with 47 
daptomycin. Targeting of fluid lipid domains has not been described before for antibiotics and 48 
adds a new dimension to our understanding of membrane‐active antibiotics.   49 
SIGNIFICANCE STATEMENT 50 
 51 
To date, simple membrane pore formation resulting in cytoplasmic leakage is the prevailing 52 
model  for  how  membrane‐active  antibiotics  kill  bacteria.  This  is  also  one  of  the  main 53 
explanations for the activity of the membrane‐binding antibiotic daptomycin. However, these 54 
models,  typically  derived  from  model  membrane  studies,  often  depict  membranes  as 55 
homogenous  lipid  bilayers.  They  do  not  take  into  account  the  complex  architecture  of 56 
biological  membranes,  with  their  many  different  membrane  proteins  and  presence  of 57 
microdomains with  different  fluidity  properties. Here we  report  that  daptomycin  perturbs 58 
fluid microdomains in bacterial cell membranes, thereby interfering with membrane‐bound 59 
cell  wall  and  lipid  synthesis  processes.  Our  results  add  a  new  perspective  as  to  how 60 
membrane‐active antibiotics can kill bacteria.   61 
\body 62 
INTRODUCTION 63 
 64 
Daptomycin is a lipopeptide antibiotic with excellent activity against Gram‐positive pathogens, 65 
including  methicillin‐resistant  Staphylococcus  aureus  (MRSA).  It  is  used  for  treating  skin 66 
infections caused by Gram‐positive bacteria, as well as S. aureus bacteremia and right‐sided 67 
endocarditis. It is a last resort antibiotic for the treatment of infections caused by multi‐drug 68 
resistant  Gram‐positive  pathogens,  and  one  of  the  few  peptide  antibiotics  that  can  be 69 
systemically administered (1). Despite its important clinical role, the mechanism of action of 70 
daptomycin is still not well understood. 71 
  Daptomycin  is  produced  by  the  Gram‐positive  soil  bacterium  Streptomyces 72 
roseosporus (2, 3) and consists of a macrolactone core containing ten amino acid residues and 73 
three exocyclic amino acids linked to a decanoyl fatty acid tail (Figure 1A) (4, 5). The antibiotic 74 
interacts with the cell membrane via its lipid tail, which is inserted in between the fatty acyl 75 
chains  of  the  membrane  bilayer  (6,  7).  Daptomycin  is  negatively  charged  and  its  activity 76 
depends on the presence of Ca2+ ions that stimulate daptomycin oligomerization and reduce 77 
the  overall  negative  charge  of  the  peptide  (7–10).  The  Ca2+‐daptomycin  complex  has  an 78 
increased affinity for negatively charged phospholipids, including phosphatidylglycerol (7, 11), 79 
which are highly prevalent in bacterial membranes.  80 
  Early studies suggested that the peptidoglycan biosynthesis pathway is the main target 81 
of daptomycin (4, 12), although a direct interaction with the cell wall synthesis machinery has 82 
not been confirmed so far (13). Interference with lipoteichoic acid biosynthesis has also been 83 
proposed  (14),  but  was  subsequently  disproven  (15).  Alternatively,  different  membrane‐84 
perturbing  mechanisms  have  been  suggested  for  daptomycin,  including  pore  formation, 85 
potassium  efflux,  and  membrane  depolarization  (16,  17).  However,  transcriptome  and 86 
proteome  analyses  of  daptomycin‐treated  cells  pointed  to  cell  wall  stress  rather  than 87 
membrane stress (18, 19). More recently, using the Gram‐positive model organism Bacillus 88 
subtilis,  it  was  shown  that  daptomycin  causes  membrane  deformations  that  attract  the 89 
conserved cell division protein DivIVA, which specifically binds to negatively curved (concave) 90 
membrane  areas  (20,  21).  From  these  results  it was  concluded  that  daptomycin  insertion 91 
generates membrane areas with altered curvature,  resulting  in an aberrant  recruitment of 92 
essential cell envelope proteins. This would then  lead to dramatic cell wall and membrane 93 
defects and eventually cell death (22). However, this mode of action does not explain why 94 
daptomycin appears to preferentially block the synthesis of cell envelope components or why 95 
it seems to have membrane pore forming capacities.  96 
  The  variety  of  explanations  for  the  mechanism  of  action  of  daptomycin  might  be 97 
related  to  the  variety  of  experiments  and model  organisms  used  in  the  different  studies. 98 
Therefore, we initiated a comprehensive mode of action study using the model organism B. 99 
subtilis. One of the advantages of this organism is the availability of a wide variety of GFP‐100 
protein fusions, enabling investigation of antibiotic‐induced effects at single cell level. Using 101 
fluorescence  light microscopy  combined with  a  diverse  set  of  biochemical  and  proteomic 102 
approaches, we found that daptomycin neither forms discrete membrane pores nor induces 103 
membrane areas with altered curvature. Instead, we found that the antibiotic binds to and 104 
clusters ‘fluid lipids’, i.e. lipids with short, branched, and/or unsaturated fatty acyl chains. This 105 
change  in  the cell membrane structure affects  the binding of  several  important peripheral 106 
membrane proteins, most prominently binding of  the essential phospholipid synthase PlsX 107 
and lipid II synthase MurG, explaining the effect of daptomycin on cell envelope synthesis. The 108 
targeting  of  fluid  lipid microdomains,  thereby  delocalizing  essential  peripheral membrane 109 
proteins,  is different  from current working models of membrane‐targeting antibiotics,  and 110 
explains  why  over  the  years  such  different  killing  mechanisms  have  been  ascribed  to 111 
daptomycin.   112 
RESULTS 113 
 114 
Daptomycin triggers cell envelope stress 115 
The inhibiting effect of daptomycin on cell wall synthesis has been measured in S. aureus and 116 
Entercoccus faecium (4, 23). Therefore, we first checked whether this is also the case for B. 117 
subtilis.  Indeed, macromolecular  incorporation studies showed a strong  impairment of cell 118 
wall synthesis by daptomycin, while DNA, RNA, and protein synthesis were much less affected 119 
(Figure 1B, Supporting Figure 1).  To arrive at a better understanding by which mechanism 120 
daptomycin  hampers  cell  wall  synthesis,  we  compared  the  proteome  stress  response  of 121 
daptomycin‐treated  cells  with  a  proteome  reference  library  containing  the  unique  stress 122 
profiles of B. subtilis  treated with over 60 different antibiotics  (24, 25).  Log‐phase cultures 123 
were treated with sub‐lethal daptomycin concentrations and newly synthesized proteins were 124 
pulse‐labeled  with  [35S]‐L‐methionine  followed  by  two‐dimensional  SDS  PAGE.  Figure  1C 125 
shows  an  overlay  of  autoradiographs  from  untreated  and  daptomycin‐treated  cultures. 126 
Proteins that were upregulated more than two‐fold in three independent biological replicate 127 
experiments  were  defined  as  marker  proteins  (Table  1).  We  observed  a  very  strong 128 
upregulation of the phage shock protein PspA, which is thought to counteract proton leakage 129 
upon membrane damage  (26),  and an even  stronger upregulation of  the PspA‐homologue 130 
LiaH. In addition, we observed upregulation of the lia response regulator LiaR, ResD involved 131 
in  regulation  of  anaerobic  respiration,  and  IspH  involved  in  synthesis  of  the  lipid  carrier 132 
isopentenyl phosphate and the menaquinone precursor isoprenoid (27–30). 133 
  Upregulation of LiaH is a specific marker for compounds that inhibit the membrane‐134 
bound steps of lipid II synthesis, and PspA induction is part of a specific response seen with 135 
membrane stress (24). Upregulation of these marker proteins is also observed with the cell 136 
envelope‐targeting  antibiotics  nisin  and  gallidermin  (Table  2),  both  of  which  bind  the 137 
peptidoglycan precursor  lipid  II.  Binding of  lipid  II  by nisin  results  in  target‐mediated pore 138 
formation in B. subtilis (24). However, other marker proteins that are characteristic for the 139 
treatment with cell wall synthesis‐inhibiting antibiotics were not found (Table 2). Also, several 140 
marker  proteins  for  antibiotics  that  cause  membrane  damage  (e.g.  gramicidin  S,  MP196, 141 
aurein  2.3  (24)) were not  observed  in  the daptomycin  stress  profile  (Table  2).  In  fact,  the 142 
proteome profile of daptomycin appears to be unique and does not match any compound in 143 
the proteome reference compendium. The upregulation of ResD and IspH is only found after 144 
treatment  with  daptomycin  and  indicative  of  a  disturbance  of  respiration.  Indeed,  we 145 
measured a decrease in resazurin reduction, indicating lower respiratory chain activity, and a 146 
moderate reduction of ATP levels (Supporting Figure 2A, B).  147 
  148 
Daptomycin does not form discrete membrane pores 149 
Based on  the observed  potassium  leakage with  daptomycin‐treated S.  aureus  cells,  it was 150 
concluded that daptomycin forms discrete ion‐conducting pores in bacterial membranes (16, 151 
31). This was later supported by studies using artificial lipid membranes (17). However, our 152 
proteome analysis showed no particular match with pore‐forming peptides such as nisin or 153 
aurein 2.3, or specific cation ionophores like gramicidin A or valinomycin (Table 2). Moreover, 154 
treatment with growth‐inhibiting concentrations of daptomycin did not result in uptake of the 155 
large fluorescent dye propidium iodide, an indicator for pore formation or severe membrane 156 
disruption (32) (Supporting Figure 3). To test whether daptomycin causes leakage of specific 157 
cations  in  B.  subtilis,  we  measured  the  cellular  element  concentration  using  inductively‐158 
coupled plasma optical emission spectroscopy (ICP‐OES). Cells were incubated with a growth‐159 
inhibiting  but  sub‐lytic  daptomycin  concentration.  As  shown  in  Figure  2A,  treatment with 160 
daptomycin did not reduce the levels of any element measured. This is in sharp contrast to 161 
the leakage of potassium caused by the specific potassium ionophore valinomycin (Figure 2A) 162 
and leakage of potassium, magnesium, iron, and manganese observed with the membrane‐163 
disrupting peptide gramicidin S (in reference (33)). 164 
  Despite the fact that daptomycin does not seem to form discrete ion pores in B. subtilis, 165 
several studies with S. aureus have shown that daptomycin affects the membrane potential 166 
(16, 31). Therefore, we measured the dissipation of the membrane potential employing the 167 
fluorescence  potentiometric  probe  DiSC3(5).  Daptomycin  concentrations  were  used  that 168 
either allowed cells to continue to grow (1 µg/ml), inhibited growth but did not cause cell lysis 169 
(2  µg/ml)  or  induced  lysis  (4  µg/ml)  (Supporting  Figure  2C).  As  shown  in  Figure  2B, 170 
concentrations that block cell growth (2 µg/ml) led to an incomplete depolarization, and only 171 
the  highest  (lytic)  daptomycin  concentration  was  sufficient  to  completely  dissipate  the 172 
membrane potential. Even then, depolarization of the membrane followed a gradual response 173 
and was only complete after approximately 25 minutes. This is in sharp contrast to the almost 174 
immediate  depolarization  caused  by  the  K+/Na+  channel‐forming  peptide  mix  gramicidin 175 
ABCD, a standard control for depolarization (Figure 2B) (34). Together, these results show that 176 
daptomycin does not form distinct membrane pores.  177 
 178 
Protein delocalization assay 179 
The results so far indicate that cell envelope synthesis is the primary target of daptomycin, 180 
and that disruption of the membrane barrier function is a secondary effect. To obtain more 181 
information  on  the  mechanism  by  which  daptomycin  affects  cell  envelope  synthesis,  we 182 
monitored the cellular localization of a set of marker proteins. Many proteins show a specific 183 
cellular  localization  pattern  that  is  related  to  their  activities,  and  inactivation  by  specific 184 
antibiotics  results  in  protein  delocalization  that  can  be  monitored  by  fluorescence  light 185 
microscopy (35, 36). We compiled a broad set of B. subtilis reporter strains expressing GFP‐186 
tagged  proteins  involved  in  chromosome  compaction  (HbsU),  DNA  replication  (Spo0J  and 187 
PolC), transcription (RpoC), translation (RpsB), cell wall synthesis and cell shape (MreB, MreC, 188 
and MreD), cell division  (FtsZ and FtsA), and cell division regulation  (MinD and DivIVA). As 189 
shown in Figure 3, growth‐inhibitory but sub‐lytic daptomycin concentrations (2 µg/ml) did 190 
not affect the localization of proteins involved in chromosome compaction, DNA, RNA, and 191 
protein  synthesis.  This  is  in  line  with  precursor  incorporation  studies  that  revealed  only 192 
marginal effects on the synthesis of DNA, RNA, and proteins (Figure 1B). However, a gradual 193 
delocalization of  the cell division proteins FtsZ,  FtsA, DivIVA, and MinD, as well  as  the cell 194 
shape‐determining proteins MreB, MreC, and MreD, was apparent. The peripheral membrane 195 
proteins MinD, FtsA and MreB require the presence of the membrane potential for correct 196 
cellular localization (35). Probably, the gradual delocalization of these proteins is caused by 197 
the slow depolarization of the membrane by daptomycin. This will also indirectly affect the 198 
localization of FtsZ, MreC and MreD, since these proteins require either FtsA or MreB for their 199 
localization (35). 200 
 201 
Daptomycin does not cause negative membrane curvature 202 
Figure 3 also shows delocalization of the cell division regulator DivIVA. Previously, it has been 203 
shown that daptomycin‐treated B. subtilis cells stained with the fluorescent membrane dye 204 
FM4‐64 develop strongly fluorescent membrane patches (22). These fluorescent membrane 205 
areas, which occur after approximately an hour  (Supporting Figure 4A), attract DivIVA‐GFP 206 
(22). Since DivIVA specifically binds to negatively curved (concave) membranes (20, 21), and 207 
insertion of a conical molecule  like daptomycin  into  the membrane can  induce membrane 208 
curvature (37, 38), it was concluded that these fluorescent patches are areas where the cell 209 
membrane  is strongly negatively curved (22). This can be caused by  invagination of excess 210 
membrane material,  resulting  in  an  increased  fluorescence membrane  dye  signal.  To  test 211 
whether daptomycin generates membrane invaginations, we looked at the localization of the 212 
trans‐membrane ATPase  complex  that  can be used as a  reporter  for  abnormal membrane 213 
shapes due to its uniform membrane localization (39). As shown in Figure 4A, the localization 214 
of  AtpA‐GFP  is  unaffected  by  daptomycin  treatment,  and  the  reporter  protein  does  not 215 
accumulate at areas  that  show a  strong  fluorescence  signal of  the general membrane dye 216 
FM5‐95, indicating that these regions are not membrane invaginations. In fact, it turned out 217 
that binding of DivIVA‐GFP to these fluorescent membrane areas is unrelated to curvature but 218 
an artefact caused by the propensity of GFP to form dimers (further commented on in the 219 
Discussion). 220 
 221 
Clustering of fluid lipids 222 
The  fluorescence  of  membrane  dyes  is  influenced  by  the  physical  properties  of  the  lipid 223 
environment (40–43). Since the strongly fluorescent membrane patches cannot be explained 224 
by  excess  cell  membrane,  it  is  likely  that  they  constitute  a  different  physical  membrane 225 
environment.  In  a  previous  study  we  have  shown  that  polymers  formed  by  the  actin‐226 
homologue MreB associate with lipids that are in a fluid ‘liquid‐disordered’ state. These are 227 
lipids  that  contain  short,  branched,  and/or  unsaturated  fatty  acyl  chains. MreB  polymers 228 
organize these fluid lipids in microscopically visible ‘regions of increased fluidity’ (RIFs) (39). It 229 
has been speculated that the liquid‐disordered state of these RIFs attracts more membrane 230 
dye  molecules  and/or  increases  their  fluorescence  quantum  yield,  resulting  in  enhanced 231 
fluorescence (40). In B. subtilis, depolarization of the membrane leads to clustering of MreB 232 
polymers together with RIFs, resulting in a strong focal fluorescent signal of the membrane 233 
dye (39). However, as shown in Figure 4B, the strongly fluorescent membrane patches formed 234 
by daptomycin do not co‐localize with MreB. In fact, when a B. subtilis mutant devoid of MreB 235 
and its homologues was incubated with daptomycin, fluorescent membrane patches were still 236 
observed (Figure 4C). 237 
  Although  MreB  polymers  do  not  seem  to  be  involved  in  the  daptomycin‐induced 238 
formation of fluorescent membrane patches, it is still possible that these are formed by high 239 
concentrations of fluid lipids. To examine this, we employed the lipid‐mimicking dye DiIC12, 240 
which localizes at fluid lipid regions due to its short fatty acyl chains (39, 44). Indeed, DilC12 241 
showed the same staining pattern as FM5‐95 (Supporting Figure 5A, B),  indicating that the 242 
large fluorescent membrane patches are enriched in fluid lipids. In a previous report, it has 243 
been  described  that  fluorescently  labeled  daptomycin  co‐localizes  with  the  strongly 244 
fluorescent  FM‐dye  stained  membrane  patches  (22).  Thus,  it  might  be  possible  that 245 
daptomycin is attracted to fluid lipids and clusters them. To study this, we co‐stained cells with 246 
DiIC12 and fluorescently‐labeled daptomycin (daptomycin‐BODIPY). As shown in Figure 4D, 247 
after approximately 10 minutes of incubation the normally distinct RIFs began to deteriorate 248 
and clustered into larger foci after ~30 minutes, culminating in large fluorescent membrane 249 
patches after ~60 minutes. During this process, the fluorescent daptomycin signal exhibits a 250 
clear overlap with the DilC12 signal, indicating that the antibiotic prefers to insert into fluid 251 
membrane  domains  and  causes  them  to  cluster  together.  Although  these  clusters  often 252 
appear at the cell poles, they are also formed along the long axis of the cell (Supporting Figure 253 
6). As a control, cells were pre‐treated with the membrane fluidizer benzyl alcohol (45) that 254 
disperses RIFs. Indeed, the presence of benzyl alcohol hampers the formation of daptomycin 255 
clusters and the formation of large fluid lipid domains (Figure 4E, Supporting Figure 6). 256 
   To examine whether this clustering of fluid lipids is unique to daptomycin or whether 257 
it also occurs with other cell envelope‐targeting antibiotics, we treated B. subtilis cells with 258 
the  potassium  ionophore  valinomycin,  and  the  cell  wall  biosynthesis‐inhibiting  antibiotics 259 
vancomycin and tunicamycin. Interestingly, only slight alterations of the membrane stain were 260 
detected with  these  antibiotics  and we never observed  the  large  fluorescent patches  that 261 
occur when cells are incubated with daptomycin (Figure 4F, Supporting Figure 7). 262 
 263 
Daptomycin affects membrane fluidity 264 
To analyze how the clustering of fluid lipids by daptomycin affects overall fluidity of the cell 265 
membrane,  we  used  the membrane  fluidity‐sensitive  dye  laurdan.  This  probe  changes  its 266 
fluorescence emission wavelength depending on the amount of water molecules in between 267 
lipid head groups, thus providing a measure for lipid headgroup density and fatty acid chain 268 
flexibility (41). As shown in Figure 5A, daptomycin induces a rapid increase in laurdan general 269 
polarization  (laurdan  GP)  values,  reflecting  rapid membrane  rigidification.  The membrane 270 
fluidizer benzyl alcohol shows a similarly rapid, but opposite effect on laurdan GP (Figure 5A). 271 
The decrease in membrane fluidity occurs in less than 2 minutes suggesting that it is a direct 272 
effect of daptomycin insertion into the bilayer rather than cellular adaptation.  273 
   Laurdan  GP  can  also  be  used  to  microscopically  visualize  membrane  fluidity 274 
differences in bacterial cells (39). Indeed, laurdan GP microscopy of daptomycin‐treated cells 275 
showed  a  clear  decrease  in  overall membrane  fluidity  (Figure  5B).  Interestingly,  the  large 276 
fluorescent membrane patches,  indicative of  fluid  lipids clustered together by daptomycin, 277 
showed a  clearly  reduced  laurdan GP.  This  suggests  that  the  interaction of  the  lipids with 278 
daptomycin reduces their acyl chain mobility resulting in relatively rigid membrane domains. 279 
 280 
Daptomycin delocalizes MurG and PlsX 281 
While the effect of daptomycin on fluid lipid distribution is apparent, the question remains 282 
how  daptomycin  inhibits  cell  envelope  synthesis.  Binding  of  many  peripheral  membrane 283 
proteins  to  the  cell membrane  is  stimulated  by  fluid  lipids,  since  their  unsaturated,  short 284 
and/or branched‐chain fatty acids provide space and flexibility necessary for the insertion of 285 
(relatively bulky) membrane binding domains such as amphipathic helices (46). The binding of 286 
fluid  lipids by daptomycin  and possible  reduction of  their  fluid  (liquid disorder)  properties 287 
might therefore interfere with membrane attachment of peripheral membrane proteins. In 288 
fact,  several peripheral membrane proteins  (MreB, MinD and DivIVA)  showed an aberrant 289 
localization after treatment of cells with daptomycin (Figure 3). Interestingly, the synthesis of 290 
peptidoglycan, which appeared to be strongly affected in our precursor incorporation studies, 291 
requires one essential peripheral membrane protein, MurG. MurG is an N‐acetylglucosamine 292 
transferase responsible for the last synthesis step of the peptidoglycan precursor lipid II (47). 293 
Remarkably, the addition of daptomycin resulted in a rapid (<2 minutes) and almost complete 294 
dissociation of MurG from the membrane into the cytosol (Figure 6A, see Supporting Figure 8 295 
for line scans). This dramatic effect might suggest that MurG strongly associates with RIFs that 296 
are targeted by daptomycin. Indeed, as shown in Figure 6A, the MurG‐GFP fusion showed a 297 
clear co‐localization with DilC12‐stained RIFs, demonstrating a preference of MurG for fluid 298 
lipid domains. The detachment of MurG from the cell membrane explains why daptomycin 299 
blocks cell wall synthesis. 300 
  To  test  whether  daptomycin  is  specific  for MurG,  we  examined  the  localization  of 301 
another  peripheral  membrane  protein  (48),  the  essential  acyltransferase  PlsX  involved  in 302 
phospholipid synthesis  (49).  Interestingly,  this protein also rapidly dissociates  from the cell 303 
membrane  upon  daptomycin  treatment  (Figure  6B).  In  fact,  PlsX‐GFP  showed  a  clear  co‐304 
localization with RIFs, as well (Figure 6B). The almost immediate delocalization of two different 305 
enzymes indicates that daptomycin does not target a specific protein, but rather targets the 306 
specific fluid lipid enriched membrane areas, to which these enzymes bind.  307 
  Finally, it has been described that the peripheral membrane proteins MinD, FtsA, and 308 
MreB quickly delocalize, when the membrane potential is dissipated (35). However, we have 309 
shown that daptomycin does not cause an  immediate depolarization of the membrane. To 310 
confirm that the observed detachment of MurG and PlsX from the cell membrane  is not a 311 
consequence of membrane depolarization, we incubated cells with the membrane potential‐312 
dissipating antibiotic valinomycin. Indeed, after 5 minutes the normal localization of MinD was 313 
completely  abolished,  whereas  both MurG  and  PlsX  still  showed  a  peripheral  localization 314 
(Figure 6C).  315 
316 
DISCUSSION 317 
 318 
New daptomycin working model 319 
Based on our experiments and those of others (6–8, 22), we arrive at the following model for 320 
the  mechanism  of  daptomycin  (schematically  explained  in  Figure  7).  When  daptomycin 321 
reaches the cell membrane, it inserts its short lipid tail (C10) in between the fatty acyl chains 322 
of phospholipid molecules (6), thereby strongly disturbing the regular fatty acid packing due 323 
to its large peptide ring structure (10 amino acids macrolactone core, 3 exocyclic amino acids) 324 
(7,  8).  Ca2+‐stimulated  oligomerization  of  daptomycin  leads  to  further  bilayer  distortion. 325 
Oligomerization  of  daptomycin  has  been  described  to  occur  in  two  steps:  first  loose 326 
aggregation involving a first Ca2+ ion, and insertion of ornithine‐6 into the membrane, followed 327 
by  a  second  step  involving  binding  of  a  second  Ca2+  ion,  leading  to  formation  of  a  tightly 328 
associated oligomer and deeper insertion of tryptophane‐1 and kynurenine‐13 into the bilayer 329 
(52).  The  submersion  of  the  peptide  head  group  into  the  bilayer  will  greatly  enhance 330 
membrane distortion. Since lipids with short, branched and/or unsaturated fatty acyl chains 331 
are more flexible and therefore better able to surround the bulky daptomycin complex, the 332 
antibiotic will associate preferably with membrane areas with a high concentration of these 333 
‘fluid lipids’, such as RIFs. In fact, we observed a strong preference of daptomycin‐Bodipy for 334 
RIFs when Ca2+ was added to the medium, in contrast to poor membrane binding and a more 335 
uniform  distribution  pattern  in  medium  in  the  absence  of  Ca2+  (Supporting  Figure  9). 336 
Oligomerization, together with the preference for fluid lipids, will further stimulate clustering 337 
of  large  daptomycin‐fluid  lipid  complexes.  Laurdan  GP  microscopy  showed  that  these 338 
complexes have a reduced fluidity suggesting that daptomycin restricts the chain flexibility of 339 
lipids  within  these  complexes.  In  addition,  the  attraction  of  fluid  lipids  from  the  bulk  by 340 
daptomycin  complexes  will  also  reduce  fluid  lipids  in  the  rest  of  the  membrane  thereby 341 
contributing to the decrease in overall membrane fluidity. Thus, daptomycin has a dramatic 342 
effect on the liquid‐order/disorder balance of the cell membrane. Several studies have shown 343 
that  there  is  a  coupling  between  the bilayer  leaflets  and  that  local  disorder  in  one  leaflet 344 
stimulates local disorder of the opposite leaflet (53–55). Thus, the distortion of lipids in the 345 
outer leaflet by daptomycin likely attracts fluid lipids in the inner leaflet as well. It has also 346 
been shown that daptomycin flips between the two membrane leaflets (56), and it  is  likely 347 
that  high  concentrations  of  fluid  lipids  facilitate  this  flipping.  The  change  in  biophysical 348 
properties of the cell membrane, especially of RIFs, caused by daptomycin might impair the 349 
attachment  of  peripheral  proteins  like  MurG  and  PlsX  to  the  membrane.  However,  an 350 
alternative explanation  is  that  the bulky daptomycin displaces  RIF‐associated proteins  and 351 
blocks access to fluid lipids that are required for binding of MurG and PlsX (Figure 7).  352 
 353 
Effect on cell wall biosynthesis 354 
Daptomycin completely delocalizes the peripheral membrane protein MurG. MurG is essential 355 
and catalyzes the last synthesis step of the peptidoglycan precursor lipid II. Interestingly, it has 356 
been  shown  that  fluorescently  labeled  vancomycin,  which  binds  lipid  II,  localizes  to  the 357 
strongly fluorescent membrane patches induced by daptomycin (22), indicating the presence 358 
of  lipid  II  in these arrested fluid  lipid‐daptomycin clusters. Lipid II  is  likely to accumulate at 359 
RIFs, since its long bactoprenol moiety prefers a fluid lipid environment (57). This is in good 360 
agreement with our finding that MurG preferentially binds to RIFs, and further supports the 361 
notion that RIFs are membrane microdomains associated with  lateral cell wall biosynthesis 362 
(39,  58,  59).  The  detachment  of  MurG  from  the  cell  membrane  prevents  efficient 363 
peptidoglycan synthesis and explains: (i) why incorporation of radioactive precursors in the 364 
cell  wall  is  quickly  impaired  after  daptomycin  addition,  (ii)  why  daptomycin‐treated  cells 365 
primarily suffer cell envelope stress (18, 19, 60–62), and (iii) why the proteome response of B. 366 
subtilis to daptomycin treatment is dominated by the upregulation of LiaH, which is a specific 367 
proteomic marker  for  the  inhibition of membrane‐bound  lipid  II  synthesis  (18, 24). Finally, 368 
there are a number of integral membrane proteins involved in peptidoglycan synthesis, but 369 
the  localization  of  these  proteins  (MraY,  PBP1,  PBP2)  was  unaffected  by  daptomycin 370 
(Supporting Figure 10). 371 
  In  B.  subtilis,  MurG  is  the  only  peripheral  membrane  protein  involved  in  lipid  II 372 
synthesis. However, the situation in other bacteria can be different. For example, S. aureus 373 
possesses  additional  peripheral membrane  proteins  involved  in  cell wall  synthesis  such  as 374 
FemXAB that attach the peptide side chain to lipid II (63). Possibly, these proteins are affected 375 
by  daptomycin  as  well.  Besides  peptidoglycan,  another  important  cell  wall  component  in 376 
Gram‐positive bacteria is teichoic acid. Their synthesis also requires the bactoprenol carrier 377 
molecule (64) and also relies on the activity of peripheral membrane proteins, e.g. TagB in B. 378 
subtilis  (65).  Studies  with  S.  aureus  and  E.  faecium  showed  that  daptomycin  impairs 379 
incorporation of teichoic acid polymers into the cell wall (14). This would fit with our finding 380 
that  daptomycin  does  not  target  one  specific  protein,  but  delocalizes  different  peripheral 381 
membrane proteins, possibly also those involved in teichoic acid polymer synthesis.  382 
 383 
Effect on lipid synthesis 384 
The  phospholipid  synthase  PlsX  also  binds  to  RIFs  and  delocalizes  upon  treatment  with 385 
daptomycin.  PlsX  couples  the  cytosolic  fatty  acid  synthesis  with  the  membrane‐bound 386 
phospholipid  synthesis  steps  (66).  Therefore,  its  delocalization  from  the  membrane  will 387 
strongly impair  its function. Many Gram‐positive bacteria adapt their membrane fluidity by 388 
two different strategies: (i) slow adaptation via de novo synthesis of fluidizing lipids containing 389 
anteiso rather than iso branched chain fatty acids, and (ii) fast adaptation by desaturating fatty 390 
acyl chains via Des, a lipid desaturase induced upon cold adaptation (67–69). Slow adaptation 391 
requires PlsX and it is tempting to speculate that the delocalization of this protein hampers 392 
the  adaptation  of  the  cell  to  the  effects  of  daptomycin.  Indeed,  we  did  not  observe  any 393 
proteomic  marker  that  suggests  an  adaptation  of  the  phospholipid  composition,  such  as 394 
proteins belonging to the standard fatty acid biosynthesis (Fab) pathway (70), alternative fatty 395 
acid  synthases  (71)  or  induction  of  the  yuaF‐floT‐yuaI  operon,  which  is  controlled  by  the 396 
membrane  stress‐responsive  alternative  sigma  factor W  (72).  In  line with  this, we  did  not 397 
observe  a  recovery  to  normal  fluidity  levels with  laurdan GP  for  at  least  90 minutes  after 398 
addition of daptomycin (Supporting Figure 11). This also suggests that a quick adaptation of 399 
the membrane fluidity through the activity of the lipid desaturase Des is either impaired by 400 
daptomycin or insufficient to counteract daptomycin‐induced changes in the membrane. This 401 
apparent inability to adapt membrane fluidity could be one of the key factors contributing to 402 
the low development of resistance against daptomycin. 403 
 404 
Effect on the membrane barrier function 405 
Daptomycin further weakens the cell by slow depolarization of the membrane (Figure 2B) (16). 406 
Phase segregation of  lipids has been proposed to cause phase boundary defects  leading to 407 
membrane  permeabilization  (73–76),  and  it  has  been  speculated  that  hydrophobic 408 
mismatches  at  the  interface  between  fluid  (thinner)  and  rigid  (thicker)  lipid  domains 409 
compromise  the  barrier  capacity  of  membranes  (77).  Transitions  between  the  fluid  lipid‐410 
daptomycin  clusters  (rigidified  through  tight  clustering of  fluid,  short  chain  lipids)  and  the 411 
more  rigid  (thicker)  bulk  of  the  cell membrane  likely  constitute  such weak  spots,  through 412 
which  proton  leakage  can  occur,  and  might  explain  the  gradual  depolarization  of  the 413 
membrane. It should be mentioned that phase boundary defects as a cause for membrane 414 
permeabilization  have  only  been  studied  in  vitro,  and  it  remains  to  be  seen  how  phase 415 
separation affects  the barrier  function of  bacterial membranes  that  naturally  contain  lipid 416 
domains of different fluidity (39, 78, 79). Nonetheless, daptomycin‐induced changes in bilayer 417 
organization lead to a slow increase in passive permeability of the membrane, and this might 418 
be the reason why membrane pore formation has been considered as the main function of 419 
daptomycin in former studies (16, 17, 31). 420 
 421 
Delocalization of DivIVA 422 
An unanswered question is why the DivIVA‐GFP reporter fusion binds to fluid lipid‐daptomycin 423 
clusters, although these areas do not show an apparent membrane curvature. It turned out 424 
that this binding characteristic is an artefact caused by GFP dimerization. It is known that GFP 425 
has a tendency to form dimers that can lead to localization artefacts due to stabilization of the 426 
protein complex (80). When we fused DivIVA to a monomeric version of GFP (mGFP (81)), a 427 
normal  localization  pattern  was  observed,  however,  the  fusion  protein  did  no  longer 428 
accumulate at the fluid lipid clusters when cells were incubated with daptomycin (Supporting 429 
Figure 12A). Interestingly, cellular localization of this fusion protein became also much more 430 
sensitive to dissipation of the membrane potential, which was not observed with the old non‐431 
monomeric DivIVA‐GFP fusion (Supporting Figure 12B) (35). Why GFP dimerization stimulates 432 
binding of the DivIVA‐GFP fusion to daptomycin‐generated fluid membrane areas remains a 433 
matter of speculation, but it is unrelated to membrane curvature. 434 
 435 
Daptomycin resistance 436 
Although daptomycin  is highly effective  in  the clinic,  several non‐susceptible S. aureus and 437 
Enterococcus strains have been isolated. The most important mutations are related to either 438 
cell wall or membrane adaptation and occur  in dltABCD, pgsA, mprF,  cls,  liaRS, and walKR 439 
(yycFG) (82). Mutations in dltABCD increase D‐alanylation of teichoic acids in the cell wall and 440 
are thought to limit access of daptomycin to the membrane by charge repulsion (83, 84). Loss 441 
of  function mutations  in  the phosphatidylglycerol  (PG)  synthase PgsA and gain of  function 442 
mutations in the lysyl‐PG synthase MprF lead to a reduction of negatively charged PG in the 443 
membrane. PG is needed for daptomycin‐membrane interaction and antibacterial activity (82, 444 
85–87). Mutations in cardiolipin synthases Cls2 are associated with daptomycin resistance in 445 
S. aureus, E. faecalis, and E. faecium (82). Synthesis of cardiolipin consumes two molecules of 446 
PG,  which  has  led  to  the  assumption  that  such  mutations  contribute  to  resistance  by 447 
decreasing  the  PG  content  (82).  However,  it  should  be mentioned  that  replacing  PG with 448 
cardiolipin does not alter the overall membrane charge, as it is the case when replacing PG 449 
with lysyl‐PG. Interestingly, cardiolipin has also been suggested to increase bilayer rigidity (88) 450 
and prevents flipping of daptomycin from the outer to the inner membrane leaflet in model 451 
membranes  (56).  Increased  rigidity  could  be  another  measure  of  preventing  membrane 452 
insertion  and  flipping  of  daptomycin  and  fits  well  with  our  observation  that  daptomycin 453 
complexes  preferably  integrate  into  fluid  lipid  domains.  Furthermore, we  observed  strong 454 
upregulation of LiaR and LiaH (Figure 1C), indicating cell envelope stress (27, 89). Alterations 455 
in  liaFSR  are  associated with  daptomycin  resistance  (90)  and  deletion  of  liaR  restores  the 456 
susceptibility of daptomycin‐resistant E. faecalis (60). While the molecular function of the lia 457 
system is unclear, it appears to be related to cardiolipin distribution in the membrane of E. 458 
faecalis  (82).  The  two‐component  system  walKR  is  involved  in  cell  wall  synthesis  and 459 
homeostasis (91). While its role in daptomycin resistance is not characterized yet, it can be 460 
speculated that a mutated WalKR system influences cell wall synthesis thereby reducing the 461 
effects of impaired lipid II synthesis caused by delocalization of MurG.  462 
 463 
Conclusion 464 
By interfering with the lipid organization of the cell membrane, daptomycin impairs multiple 465 
cellular  processes,  of  which  cell  wall  synthesis  is  the  most  strongly  affected.  Since 466 
peptidoglycan‐remodeling  autolysins  are  still  active,  impaired  cell  wall  synthesis  leads  to 467 
breaches in the cell wall and eventually cell lysis. In addition to cell wall synthesis, daptomycin 468 
affects  phospholipid  synthesis  and  after  prolonged  incubation  also  respiration, membrane 469 
potential, and cell division. These multiple effects on cell physiology,  together with  such a 470 
common target as fluid lipids, might explain why daptomycin is so effective and why resistance 471 
to daptomycin does not easily occur.  472 
  Thus far it has been assumed that daptomycin functions as an ion pore. However, this 473 
mode of action does not explain its high selectivity for bacterial cells, since all other antibiotics 474 
that form ion pores exhibit some degree of cytotoxicity and can only be topically applied (92). 475 
It is tempting to speculate that daptomycin’s mechanism of inhibiting cell envelope synthesis 476 
by modifying  fluid  lipid  domains  is  one  of  the main  underlying  reasons  for  its  remarkable 477 
selectivity. 478 
   479 
MATERIALS AND METHODS 480 
 481 
Details on strains, plasmids, and primers used in this study are provided in Supporting Tables 482 
1‐3.  Experimental  details  on  MICs,  growth  experiments,  proteome  and  element  analysis, 483 
radioactive  precursor  incorporation,  membrane  potential,  resazurin,  ATP,  and  fluidity 484 
measurements as well as microscopy can be found in SI Material and Methods.  485 
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FIGURE LEGENDS 747 
 748 
Figure 1: Influence of daptomycin on B. subtilis physiology. (A) Structure of daptomycin. Note 749 
its large peptide part and short acyl tail. (B) Incorporation of radioactively labeled precursors 750 
into the main cellular macromolecules. (C) Autoradiographs of cytosolic proteome extracts of 751 
B. subtilis 168 treated with 3.5 µg/ml daptomycin (red) were overlaid with those of untreated 752 
controls (green). Upregulated proteins appear red, down‐regulated proteins green. Proteins 753 
synthesized at equal rates appear yellow.  754 
 755 
Figure 2: Assessing the membrane pore forming activity of daptomycin. (A) Cellular element 756 
concentrations after antibiotic treatment were measured by ICP‐OES. Cells were washed with 757 
EDTA prior  to  resuspension  in Tris buffer, and  incubated with 3.5 µg/ml daptomycin or 10 758 
µg/ml valinomycin. (B) Depolarization of the B. subtilis 168 cell membrane was measured with 759 
the membrane potential‐sensitive fluorescent probe DiSC3(5). Gramicidin ABCD was used as 760 
positive control. Arrow  indicates  time point of antibiotic addition. As a negative control, 2 761 
µg/ml daptomycin without Ca2+ was used. 762 
 763 
Figure 3: Influence of daptomycin on marker protein localization. B. subtilis strains (listed in 764 
Supporting Table 1) were grown in LB supplemented with 1.25 mM CaCl2 and treated with 2 765 
µg/ml  daptomycin.  Left  panel  schematically  shows  the normal  localization patterns  of  the 766 
different GFP fusions. Samples for fluorescence light microscopy were taken after 10 and 30 767 
minutes of incubation. 768 
 769 
Figure 4: Daptomycin does not cause membrane invaginations but clusters fluid lipid domains. 770 
(A) Co‐localization of daptomycin‐induced membrane patches and AtpA‐GFP. Membrane was 771 
stained with FM5‐95. AtpA is uniformly distributed in the cell membrane and not affected by 772 
daptomycin  demonstrating  that  the  strongly  fluorescent  FM  dye  foci  are  not  caused  by 773 
membrane  invaginations.  (B) Co‐localization of daptomycin‐induced  lipid patches and GFP‐774 
MreB. Membrane patches stained with FM5‐95 do not overlap with MreB, suggesting that the 775 
protein  is not  involved  in the generation of  lipid patches.  (C) MreB triple knockout mutant 776 
(ΔmreB Δmbl ΔmreBH) treated with daptomycin and stained with FM5‐95. Without the rod 777 
shape‐determining  MreB  proteins,  organization  of  lateral  cell  wall  synthesis  is  disturbed, 778 
resulting in round cells. Presence of lipid patches (arrows) demonstrates independence from 779 
the RIF‐organizing activity of MreB. (D) B. subtilis 168 co‐stained with the fluorescent RIF dye 780 
DiIC12 and fluorescently labeled daptomycin‐BODIPY (3 µg/ml). Daptomycin (1 µg/ml) causes 781 
native RIFs to deteriorate and fuse into large domains that overlap with daptomycin‐BODIPY. 782 
(E)  Importance  of  RIFs  for  daptomycin  activity.  The  membrane  fluidizer  benzyl  alcohol 783 
diminishes RIFs in the B. subtilis membrane (left panel). Pre‐treatment with benzyl alcohol (10 784 
minutes) reduces daptomycin clustering in the membrane and prevents accumulation of fluid 785 
lipids  into  large daptomycin‐fluid  lipid domains  (right panel).  (F) Lipid patches stained with 786 
FM5‐95 are characteristic for daptomycin and do not occur after treatment with antibiotics 787 
that dissipate the membrane potential (valinomycin) or inhibit lipid II synthesis (vancomycin, 788 
tunicamycin).  Unless  otherwise  stated,  B.  subtilis  strains  were  treated  with  2  µg/ml 789 
daptomycin for 60 minutes. Scale bar represents 2 µm. 790 
 791 
Figure  5:  Daptomycin  rigidifies  the  cell  membrane.  (A)  Spectroscopic  measurement  of 792 
membrane fluidity with laurdan. Laurdan was excited at 330±5 nm and fluorescence emission 793 
was recorded at 460±5 nm and 500±5 nm. The membrane fluidizer benzyl alcohol was used 794 
as positive control. (B) B. subtilis 168 was treated with 1 µg/ml daptomycin for 60 minutes. 795 
Laurdan was exited at 360 nm and fluorescence emission was captured at 522 nm and 450 796 
nm.  Color‐coded  generalized  polarization  (GP)  maps  were  generated  with  Wolfram 797 
Mathematica 7. Scale bars represent 2 µm. 798 
 799 
Figure 6: Daptomycin delocalizes MurG and PlsX.  (A)  Localization of MurG after  treatment 800 
with 2 µg/ml daptomycin for 10 minutes (upper panel). MurG localizes to natural RIFs in log 801 
phase  B.  subtilis  (lower  panel).  (B)  Localization  of  PlsX  after  treatment  with  2  µg/ml 802 
daptomycin for 10 minutes (upper panel). PlsX localizes to natural RIFs in log phase B. subtilis 803 
(lower panel).  (C)  Localization of MurG  (TNVS177, murG‐msfgfp)  and PlsX  (TNVS29D, plsX‐804 
sfgfp) after treatment with the potassium ionophore valinomycin (10 µg/ml). MinD (LH131, 805 
gfp‐minD), which is sensitive for the membrane potential (35), served as positive control. Scale 806 
bars represent 2 µm. 807 
 808 
Figure 7: Model of daptomycin interaction with fluid lipid domains. (A) Peripheral membrane 809 
proteins involved in cell wall (e.g. MurG) and lipid synthesis (e.g. PlsX) localize to RIFs (Regions 810 
of  Increased  Fluidity)  indicated  by  a  high  concentration  of  fluid  lipids  (red).  ‘Out’  and  ‘in’ 811 
represent cell wall  side and cytoplasmic  side,  respectively.  (B) Daptomycin  inserts  into  the 812 
bacterial membrane. Due to its bulky nature, insertion into regions with a high concentration 813 
of fluid lipids, such as RIFs, is favored. The combination of daptomycin’s bulky head group with 814 
its  short  hydrocarbon  tail  forces  lipids  apart  and  creates  bilayer  distortions,  which  are 815 
counterbalanced by the attraction of fluid lipids to the sites of daptomycin insertion. These 816 
are required to compensate for gaps in the lipid bilayer. (C) Calcium ions stimulate daptomycin 817 
oligomerization potentiating this effect, as a result of which more fluid lipids are attracted. 818 
This first affects the outer membrane leaflet and then causes a similar redistribution of lipids 819 
in the inner leaflet, facilitating the flipping of daptomycin molecules through the bilayer to the 820 
inner leaflet. As a consequence, peripheral membrane proteins are displaced from RIFs. (D) 821 
Daptomycin  blocks  access  to  fluid  lipids  in  the  inner  leaflet,  which  are  required  for  the 822 
association  of  these  proteins,  and  clusters  them  into  inflexible  domains  resulting  in  a 823 
withdrawal of fluid lipids from the bulk and an overall increased membrane rigidity. 824 
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SUPPORTING METHODS 877 
 878 
Strain construction 879 
The  plasmid  pHJS103  used  for  generating  N‐terminal  fusions  with  monomeric  GFP  was 880 
constructed from xylose‐inducible amyE‐integration plasmid pSG1729 using the quick‐change 881 
method  and  oligonucleotides  GFPA206K‐for  and  GFPA206K‐rev,  thereby  rendering  GFP 882 
monomeric  (GFPA206K).  The  plasmid  pMW1  used  for  generating  C‐terminal  fusions  with 883 
monomeric superfolder GFP (msfGFP) was constructed by replacing the gfp‐coding region on 884 
a xylose‐inducible amyE‐integration plasmid pSG1154 with msfgfp using the Gibson assembly 885 
method  and  DNA‐fragments  obtained  with  oligonucleotides  MW30/MW31  (vector 886 
linearization)  and  MW32/MW33  (msfgfp  fragment)  1.    The  plasmid  pMW1  was  further 887 
modified  with  Gibson‐assembly  of  DNA‐fragments  originating  from  PCR‐amplification  of 888 
pMW1  with  oligonucleotides  TerS278/TNVS146  and  TerS273/TerS145,  thereby  yielding 889 
plasmid  pTNV64.  plsX  was  PCR‐amplified  from  B.  subtilis  168  chromosomal  DNA  using 890 
oligonucleotides PlsX‐Fw and PlsX‐Re, followed by ligation into XhoI/EagI‐linearized pHJS103 891 
resulting in plasmid pTNV12 (Pxyl‐plsX‐mgfp). ponA was PCR‐amplified using oligonucleotides 892 
TerS93 and TerS94, followed by ligation into EcoRI/XhoI‐linearized pHJS103 yielding plasmid 893 
pTNVS20  (Pxyl‐ponA‐mgfp).  murG  was  PCR‐amplified  with  oligonucleotides  TerS366  and 894 
TerS367, followed by a Gibson‐assembly with pTNV64 PCR‐linearized into two fragments with 895 
oligonucleotides TerS278/TNVS146 and TerS273/TerS145 resulting in plasmid pTNV77 (Pxyl‐896 
murG‐msfGFP).  The plasmid pTNV95 was created by  replacing msfGFP coding  sequence of 897 
pTNV77 with mCherry using Gibson assembly. For this aim, mCherry was PCR‐amplified using 898 
oligonucleotides  TerS401  and  TerS402  and  the  plasmid  pTNV77  using  oligonucleotides 899 
TerS343/TerS403 and TerS366/TerS340, respectively. A three fragment Gibson assembly with 900 
the  respective  PCR‐products  yielded  the  plasmid  pTNV95  (Pxyl‐murG‐mcherry). mraY was 901 
PCR‐amplified using oligonucleotides TerS404 and TerS405,  followed by a Gibson‐assembly 902 
with pTNV64 PCR‐linearized into two fragments with oligonucleotides TerS278/TNVS146 and 903 
TerS273/TerS145 resulting in plasmid pTNV105 (Pxyl‐mraY‐msfgfp). pbpB was PCR‐amplified 904 
using oligonucleotides EKP31 and EKP32, followed by a Gibson‐assembly with  pHJS105 PCR‐905 
linearized  with  oligonucleotides  EKB20  and  EKB30  yielding  plasmid  pEKC12  (Pxyl‐msfgfp‐906 
pbpB).  The  plasmid  pDG7‐sfGFP  encoding  DivIVA‐sfGFP  was  converted  into  a  monomeric 907 
superfolder  GFP  derivative  (pDG7‐msfGFP)  using  the  quick‐change  method  and 908 
oligonucleotides HS404/HS405. Followed by sequencing, the plasmids were integrated into B. 909 
subtilis  wildtype  genome  using  starvation‐induced  natural  competence  2,  followed  by 910 
selection  on  100  µg/ml  spectinomycin  or  1  µg/ml  erythromycin  containing  plates.  The 911 
integration  into  the  amyE‐locus  was  verified  by  testing  for  α‐amylase  activity  on  plates 912 
supplemented with 1% starch.  913 
  To  express murG‐msfgfp  from  its  native  locus  and  by  its  native  promoter,  a  DNA‐914 
fragment containing the 3’‐end of murG (corresponding to amino acids G193‐K363) fused to 915 
msfgfp was PCR‐amplified from plasmid pTNV77 using oligonucleotides TerS371 and TerS372. 916 
The  resulting  PCR‐product  was  fused  with  pMUTIN4  PCR‐linearized  with  oligonucleotides 917 
TerS369 and TerS370 using Gibson assembly.  The  resulting plasmid was  integrated  into  B. 918 
subtilis murG‐locus thereby replacing the native murG with murG‐msfgfp while maintaining 919 
expression of downstream genes with  the co‐inserted  IPTG‐inducible Pspac‐promoter. The 920 
ability of the resulting strain to grow and exhibit cell morphology comparable to that of the 921 
wild  type  cells  indicates  that MurG‐msfGFP  fusion  protein  is  functional.  Furthermore,  this 922 
fusion  protein  exhibits  localization  pattern  identical  to  an  ectopic  Pxyl‐driven  fusion 923 
(Supporting Figure 13). 924 
 925 
Antibiotics 926 
Daptomycin  was  purchased  from  Novartis,  all  other  antibiotics  from  Sigma  Aldrich,  with 927 
exception of nisin, which was purified according to Bonelli et al. 3. Daptomycin, vancomycin, 928 
and sodium azide were dissolved in sterile water. Gramicidin ABCD, valinomycin, and benzyl 929 
alcohol were dissolved in sterile DMSO. Tunicamycin was dissolved in sterile DMF. If required, 930 
antibiotic concentrations were adjusted to the respective strains and growth conditions and 931 
are given in the figure legends. 932 
 933 
Minimal inhibitory concentration (MIC) and growth curves 934 
MICs were determined  in  Luria Bertani  (LB) broth  supplemented with 1.25 mM CaCl2  in  a 935 
standard serial dilution assay. Medium was inoculated with 5x105 CFU/ml and incubated at 37 936 
°C for 16 h. MIC was taken as lowest compound concentration inhibiting visible growth. For 937 
growth experiments cells were grown in LB with 1.25 mM CaCl2 (and xylose, if appropriate) at 938 
30 °C until an OD600 of 0.3 and subsequently treated with daptomycin. MICs and growth curves 939 
for  determining  the  optimal  concentration  for  proteome  and  element  analysis  were 940 
performed  in  Belitzky  minimal  medium  (BMM)  4  at  37  °C  in  a  tube  assay  as  described 941 
previously 5. 942 
 943 
Incorporation of radioactively labelled metabolic precursors   944 
Incorporation  of  radiolabeled  metabolic  precursors  ([14C]‐thymidine  into  DNA,  [3H]‐945 
glucosamine  into  cell  wall,  L‐[14C]‐isoleucine  into  protein,  and  [3H]‐uridine  into  RNA)  was 946 
performed as previously reported 6. Briefly, B. subtilis 168 was grown at 37 °C in casein‐yeast‐947 
glucose broth (CYG) supplemented with 50 mg/l CaCl2 and 1 mM of the respective unlabeled 948 
metabolite. At an OD600 of 0.5, cultures were diluted to an OD600 of 0.04 and allowed to regrow 949 
to an OD600 of 0.4. The respective radiolabeled precursor was added to a final concentration 950 
of 1 µCi/ml, followed by addition of 3 µg/ml daptomycin, 0.3125 µg/ml ciprofloxacin, 0.3125 951 
µg/ml  rifampicin,  0.625  µg/ml  vancomycin,  or  10  µg/ml  tetracycline  (10xMIC  in  CYG). 952 
Untreated cultures were run as control. Macromolecules were precipitated with ice‐cold 10% 953 
trichloroacetic  acid  containing 1 mM of unlabeled precursor and  incubated  for  at  least 30 954 
minutes on ice before being filtered through glass microfiber filters (Whatman). Filters were 955 
washed with 5 ml 2.5% trichloroacetic acid containing 50 mM unlabeled metabolite and dried. 956 
Radioactivity  was  measured  in  a  scintillation  counter.  Experiments  were  performed  in 957 
biological and technical duplicates. 958 
 959 
Proteomics 960 
Proteome analysis was performed as described previously 5. B. subtilis 168 (trpC2) 7 was grown 961 
at 37 °C under steady agitation in BMM. At an OD500 of 0.35 the main culture was split and 962 
either treated with 3.5 µg/ml daptomycin (50 % growth inhibition, Supplementary Figure 14) 963 
for 10 minutes or  left untreated as control. Newly synthesized proteins were radioactively 964 
pulse‐labelled  by  addition  of  1  µCi/ml  L‐[35S]  methionine  for  additional  5  minutes. 965 
Incorporation was stopped by immediate transfer of cultures on ice and addition of 10 mM 966 
non‐radioactive  L‐methionine  and  1  mg/mL  chloramphenicol.  Sample  preparation  and 967 
analysis was performed as described before 5. Crude protein extracts were separated in a first 968 
dimension by isoelectric focusing in a pI gradient from 4‐7 and in a second dimension by SDS‐969 
PAGE. 2D gels were dried and autoradiographs were analyzed with Delta 2D image analysis 970 
software (Decodon) as described earlier 8. Proteins found to be at least two‐fold upregulated 971 
in  three  independent  experiments  were  defined  as  marker  proteins.  Protein  spots  were 972 
excised from non‐radioactive 2D gels, digested with trypsin, and identified by MALDI‐ToF/ToF 973 
as described before 5. 974 
 975 
Resazurin assay 976 
Cells were grown in LB supplemented with 1.25 mM CaCl2 at 30 °C until an OD600 of 0.3 and 977 
subsequently treated with 0.5, 1, 2, 4, or 8 mg/ml daptomycin, 1 µg/ml gramicidin ABCD, 100 978 
µM CCCP, or 15 mM sodium azide.  Samples were withdrawn after 5,  25,  and 55 minutes, 979 
adjusted to an OD600 of 0.15 (dilution with medium), and incubated for 5 minutes with 100 980 
µg/ml resazurin under steady agitation at 30 °C. Absorbance was measured at 540 and 630 981 
nm. Experiments were performed in biological and technical duplicates. 982 
 983 
ATP measurements 984 
ATP  levels were  determined  as  described  previously  9.  Cells were  grown  as  for  proteome 985 
analysis and treated with 3.5 µg/ml daptomycin, 10 µg/ml valinomycin, or 22.5 µg/ml MP196 986 
for 15 minutes. ATP levels were measured in 100 µl cytosolic extracts using the ATPlite 1step 987 
kit (Perkin Elmer) following the manufacturer's instructions. Measurements were performed 988 
in quintuple biological and double technical replicates using the Infinite® 200 PRO multimode 989 
reader (Tecan). 990 
 991 
Element analysis 992 
Inductively‐coupled plasma optical emission spectroscopy (ICP‐OES) was performed under the 993 
same conditions used for proteomic profiling  9. Only metal‐free plastic ware and ultrapure 994 
water (Bernd Kraft) were used. Centrifugation steps were performed for 2 minutes in order to 995 
reduce sample handling time. B. subtilis 168 was grown in BMM to mid‐log phase, washed 996 
twice in pre‐warmed 100 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 7.5, washed and resuspended in the same 997 
buffer without EDTA. Tris buffer constitutes an environment, where cells cannot compensate 998 
for ion fluxes. Under these conditions, even slightest effects that could not be measured under 999 
normal growth conditions become detectable 10. Cell density was adjusted to an OD500 of 0.4 1000 
prior  to  addition  of  3.5  µg/ml  daptomycin  or  10  µg/ml  valinomycin.  After  5  minutes  of 1001 
treatment  cells were harvested, digested  in nitric  acid,  and  subjected  to element analysis. 1002 
Element  concentrations  were  determined  by  ICP‐OES  using  an  iCAP*  6300  Duo  View  ICP 1003 
Spectrometer  (Thermo  Fisher  Scientific)9.  Element  concentrations  were  converted  into 1004 
intracellular ion concentrations based on calculation of the cytosolic volume of B. subtilis. This 1005 
volume was  taken  as  3.09x10‐9  µl  based  on  average  rod  size  and B.  subtilis  cell  wall  and 1006 
membrane thickness determined by cryo‐electron microscopy by Matias and Beveridge 11,12. 1007 
Experiments were performed in biological triplicates and technical duplicates. 1008 
 1009 
Determination of the membrane potential 1010 
The membrane potential levels were determined for B. subtilis cells as described earlier 13 with 1011 
following modifications. Cells were grown in LB supplemented with 1.25 mM CaCl2 to an OD600 1012 
of  0.35  at  30  °C,  followed  by  determination  of membrane  potential  levels  directly  in  the 1013 
growth  medium.  Measurements  were  carried  out  in  black  polystyrene  microtiter  plates 1014 
(Labsystems) using BMG Fluostar Optima fluorimeter equipped with 610±5 nm excitation, and 1015 
660±5 nm emission  filters.  As  a  positive  control, membrane potential was  dissipated with 1016 
gramicidin ABCD (2 µM). Experiments were performed in biological duplicates and technical 1017 
triplicates. 1018 
 1019 
Laurdan‐based membrane fluidity measurements 1020 
Determination of membrane fluidity by laurdan generalized polarization (GP) was performed 1021 
as described previously 14 with some modifications. B. subtilis was grown in LB supplemented 1022 
with 1.25 mM CaCl2 and 0.2% glucose at 30 °C. At an OD600 of 0.35 cells were stained with 10 1023 
µM laurdan for 5 minutes. Laurdan was dissolved in DMF and a final concentration of 1% DMF 1024 
was maintained in the medium for better solubility. Cells were washed four times with pre‐1025 
warmed PBS supplemented with 0.2% glucose prior to addition of antibiotics (1, 2, or 4 µg/ml 1026 
daptomycin, 2 µg/ml gramicidin ABCD) and were further  incubated under steady agitation. 1027 
Laurdan fluorescence intensities were measured at 460±5 nm and 500±5 nm upon excitation 1028 
at 330±5 nm using BMG Fluostar Optima fluorimeter at 30 °C. Laurdan GP was calculated using 1029 
the formula GP = (I460‐I500)/(I460+I500). For endpoint determination of membrane fluidity 1030 
after  long‐term treatment, samples were taken before and after 30, 60, and 90 minutes of 1031 
treatment, stained, washed, and measured as described above. Fluidity measurements were 1032 
performed in biological duplicates and technical triplicates. 1033 
 1034 
Microscopy 1035 
Overnight  cultures  were  grown  at  30  °C  in  LB  supplemented  with  1.25  mM  CaCl2  and 1036 
appropriate inducer concentrations (Supplementary Table 2). Cells were diluted 100‐fold in 1037 
the  same medium and grown at  30  °C  until  an OD600  of  0.3.  Cultures were  then  split  and 1038 
treated with daptomycin (1 or 2 µg/ml) or left untreated as control. Samples were immobilized 1039 
on microscope slides covered with a 1.2% agarose film and imaged immediately. Fluorescence 1040 
microscopy was carried out using a Zeiss Axiovert 200M equipped with a Zeiss Neofluar 100x 1041 
/1.30  Oil Ph3  objective,  a  Lambda  S  light  source  (Shutter  Instruments),  a  Photometrics 1042 
Coolnap HQ2 camera, and Metamorph 6 software (Molecular Devices) (Figure 3) or a Nikon 1043 
Eclipse Ti equipped with a CFI Plan Apochromat DM 100x oil objective, an Intensilight HG 130 1044 
W  lamp,  a  C11440‐22CU  Hamamatsu  ORCA  camera,  and  NIS  elements  software,  version 1045 
4.20.01 (all other figures). Images were analyzed using ImageJ (National Institutes of Health) 1046 
v.1.38 or v.1.48. 1047 
  Propidium  iodide‐based  pore  stain  was  performed  with  the  Live/Dead  bacterial 1048 
viability kit (Invitrogen) as described earlier 15. Membranes were stained with 2 µg/ml FM5‐95 1049 
(Molecular Probes) for 5 minutes immediately prior to microscopy. For RIF staining with DiIC12 1050 
(Anaspec) overnight cultures were diluted 1:200 in LB containing 1.25 mM CaCl2, 1% DMSO, 2 1051 
µg/ml DiIC12, and  inducer where appropriate, and grown until an OD600 of 0.3. Cells were 1052 
washed four times and resuspended in the same medium without DiIC12 (pre‐warmed to 30 1053 
°C) followed by daptomycin treatment. Labelling of daptomycin with the fluorescent Bodipy‐1054 
FL (Molecular Probes, Invitrogen) was performed by incubating 10 mg of the antibiotic with 1055 
the amine‐reactive STP ester (solubilized in DMSO) in 0.1 M sodium bicarbonate buffer, pH 1056 
8.3,  at  room  temperature  under  continuous  mixing,  according  to  the  manufacturer's 1057 
instructions.  Unbound  conjugate  was  removed  by  extensive  dialysis  against  bicarbonate 1058 
buffer. Although the labeled compound was 8‐fold less active in terms of MIC, concentrations 1059 
comparable  to  unlabeled  daptomycin  (3  µg/ml  compared  to  1‐2  µg/ml  of  unlabeled 1060 
compound) were sufficient to cause the same phenotype in log phase cells (elongation and 1061 
membrane patches that overlap with daptomycin‐Bodipy foci). Therefore, we concluded that 1062 
labeling  of  daptomycin  with  Bodipy  does  not  profoundly  change  its  mechanism.  For  co‐1063 
localization of daptomycin‐Bodipy with DiIC12, DiIC12‐stained cell  suspensions were mixed 1064 
with 3 µg/ml of labeled and 1 µg/ml of unlabeled daptomycin and incubated for 10 minutes 1065 
in LB containing 1.25 mM CaCl2 and 1% DMSO, followed by washing and resuspension in the 1066 
same medium to remove excess daptomycin‐Bodipy and reduce background fluorescence. For 1067 
daptomycin‐Bodipy co‐localization with DiIC12  in cells pre‐treated with benzyl alcohol,  this 1068 
washing step was omitted in order not to remove the benzyl alcohol. 1069 
  Microscopic measurement of membrane fluidity was performed as described before 1070 
14. Briefly, B. subtilis was grown in LB supplemented with 1.25 mM CaCl2 until an OD600 of 0.35, 1071 
incubated for 5 minutes with 100 μM laurdan (final concentration of 1% DMF), washed and 1072 
resuspended  in  PBS,  and  immediately  used  for  fluorescence  microscopy  at  30  °C  using 1073 
temperature‐controlled Applied Precision DeltaVision RT microscope. Laurdan was exited at 1074 
360 ± 20 nm and fluorescence emission was captured at 528 ± 19 nm followed by a second 1075 
image at 457 ± 25 nm. Image analysis and generation of a color‐coded generalized polarization 1076 
(GP) maps was performed with Wolfram Mathematica 7 (Wolfram Research). All microscopy 1077 
experiments were performed in at least two biological replicates. 1078 
   1079 
Supporting Table 1: B. subtilis strains used in this study. gfp: green fluorescent protein, mgfp: 1080 
monomeric  gfp,  sfgfp:  superfolder  gfp, msfgfp: monomeric  superfolder  gfp, MCS: multiple 1081 
cloning site 1082 
Strain  genotype  induction  reference
168  trpC2  ‐ 7
JWV042  amyE::cat Phbs‐hbs‐gfp  ‐ 13
HM160  kan spo0J‐gfp  ‐ 13
PolC‐GFP  amyE::spc Pxyl‐polC‐gfp  0.1% xylose  16
1049  amyE::spc Pxyl‐rpsB‐gfp  1% xylose  17
1048  cat rpoC‐gfp Pxyl‐‘rpoC  1% xylose  17
YK405  amyE::spc Pxyl‐gfp‐mreB ‐ 18
MW10  amyE::spc Pxyl‐gfp‐mreB (YK405 transformed to 168) 0.3% xylose  this study
3417  cat mreC::Pxyl‐gfp‐mreC  0.3% xylose  19
3416  cat mreC::Pxyl‐gfp‐mreD  0.3% xylose  19
2020  aprE::spc Pspac‐gfp‐ftsZ  0.1 mM IPTG  20
PG62  aprE::spc Pspac‐yfp‐ftsA  0.1 mM IPTG  21
1981  amyE::spc Pxyl‐gfp‐minD ‐ 22
LH131  amyE::spc Pxyl‐gfp‐minD (1981 transformed to 168) 0.1% xylose  this study
HS63  amyE::spc Pxyl‐divIVA‐msfgfp 0.5% xylose  23
BMK21  amyE::scp Pxyl‐divIVA‐sfgfp 0.5% xylose  this study
BS23  atpA‐gfp Pxyl‐′atpA cat  0.1% xylose  24
4277  Ωneo3427 ∆mreB ∆mbl::cat ∆mreBH::erm ∆rsgI::spc ‐ 25
TNVS29D  amyE::spc‐Pxyl‐mgfp‐plsX 0.5% xylose  this study
TNVS45  amyE::spc‐Pxyl‐mgfp‐ponA 0.1% xylose  this study
TNVS175  amyE::spc‐Pxyl‐murG‐msfgfp 0.05% xylose  this study
TNVS183  murG::murG msfgfp‐Pspac‐murB ery 0.1 mM IPTG  this study
TNVS284  amyE::spc‐Pxyl‐mraY‐msfgfp 0.1% xylose  this study
EKB44  amyE::spc‐Pxyl‐msfgfp‐pbpB 0.1% xylose  this study
 1083 
   1084 
Supporting Table 2: Plasmids used in this study 1085 
plasmid  genotype  source 
pSG1729  amyE3’: spc‐ Pxyl‐gfp‐MCS‐amyE5’ bla (N‐terminal fusion)  26 
pHJS103  amyE3’: spc‐ Pxyl‐sfgfp‐MCS‐amyE5’ bla (N‐terminal fusion)  this study
pHJS105  amyE3’:  spc‐  Pxyl‐msfgfp‐MCS‐amyE5’ bla (N‐terminal  23 
pDG7‐sfGFP  amyE3’: spc‐Pxyl‐divIVA‐sfgfp‐amyE5’ bla (pDG7 with sfgfp)  27 
pDG7‐msfGFP  amyE3’: spc‐Pxyl‐divIVA‐msfgfp‐amyE5’ bla this study
pEKC12  amyE3’: spc‐ Pxyl‐msfgfp‐pbpB‐amyE5’ bla this study
pMW1  amyE3’:  spc‐  Pxyl‐msfgfp‐MCS‐amyE5’ bla (C‐terminal  this study
pSG1154  amyE3’: spc‐ Pxyl‐mgfp‐MCS‐amyE5’ bla 26 
pTNV12  amyE3’: spc‐Pxyl‐mgfp‐plsX‐amyE5’ bla this study
pTNV20  amyE3’: spc‐Pxyl‐mgfp‐ponA‐amyE5’ bla this study
pTNV64  amyE3’: spc‐Pxyl‐msfgfp‐amyE5’ bla this study
pTNV77  amyE3’: spc‐Pxyl‐murG‐msfgfp‐amyE5’ bla this study
pTNV81  pMUTIN‐murG(G193‐K363)‐msfgfp bla ery this study
pTNV105   amyE3’: spc‐Pxyl‐mraY‐msfgfp‐amyE5’ bla this study
 1086 
   1087 
Supporting Table 3: Primers used in this study 1088 
primer   sequence 
EKP20  TAAATGTCCAGACTTCAGATCCAC 
EKP30  GTGGATCCGAAGTCTGGACATTTT 
EKP31  TGTCCAGACTTCGGATCCACatgATTCAAATGCCAAAAAA 
EKP32  ATCAAGCTTATCGATACCGTCGACttaATCAGGATTTTTA 
GFPA206K‐for  CCTGTCCACACAATCTAAACTTTCGAAAGATCCC 
GFPA206K‐rev  GGGATCTTTCGAAAGTTTAGATTGTGTGGACAGG 
HS404  CCTGTCGACACAATCTAAACTTTCGAAAGATCCC 
HS405  GGGATCTTTCGAAAGTTTAGATTGTGTCGACAGG 
MW30  GAGCTCTACAAATAGATGTCCAGACTTCAGATCCACTAGT 
MW31  CAGGGTACCCATCTGCAGGAATTCGATATCAAGCT 
MW32  GAATTCCTGCAGATGGGTACCCTGCAGATGAGC 
MW33  CTGAAGTCTGGACATCTATTTGTAGAGCTCATCCATGCCATG 
PlsX‐Fw  GGGCTCGAGGGCTCAGGAAGCGGCTCAGGATCCAGAATAGCTGTAGATGCAATG 
PlsX‐Re  CCCCGGCCGCTACTCATCTGTTTTTTCTTCTTTCAC 
TerS93  GGGGCTCGAGGGCTCAGGAAGCGGCTCAGGATCCATGTCAGATCAATTTAACAGCCGTG
TerS94  CCCGAATTCTTAATTTGTTTTTTCAATGGATGATGA 
TerS145  ATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCA 
TerS146  TGCGCGGAACCCCTATTTGTTTAT 
TerS273  AGCAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGT 
TerS277  TCTAGATGCATTTTATGTCATATTGT                      
TerS278  AAAAGTTCTTCTCCTTTGCTCTGCAGGAATTCGATATCAAGCT 
TerS340  GCGTCAGCGTGTAAATTCCGTCT   
TerS343  CGGAATTTACACGCTGACGCTGCCT 
TerS366  GGATCCTGAGCCGCTTCCTGAGCCGGATCCTGAGCCGCTTCCTGAGCCTTTTTTTAATTCCTCGAGTACGCT 
TerS367  TGACATAAAATGCATCTAGAGGGTTATCGTTATGTTATAGAGA                              
TerS368  GGCTCAGGAAGCGGCTCAGGATCCAAAGGAGAAGAACTTTTCACTGGAGT                      
TerS369  TAATAATAACCGGGCAGGCCATGTCT                    
TerS370  CCCTATATAAAAGCATTAGTGTATCA                    
TerS371  ACTAATGCTTTTATATAGGGCGGCGGTAAGCCGAGGCGCTGCA   
TerS372  GGCCTGCCCGGTTATTATTACTATTTGTAGAGCTCATCCATGCCA 
TerS403  TAGATGTCCAGACTTCAGATCCA        
TerS404  CCTGAGCCGCTTCCTGAGCCTAACCACACCTCGATGTAAATTCCT 
TerS405  TGACATAAAATGCATCTAGAGAATATGATAACTACGTATGTCGT                      
 1089 
 1090 
Supporting Figure 1: Effect of daptomycin on macromolecule synthesis. Incorporation of 14C‐1091 
thymidine (DNA),  3H‐uridine  (RNA),  14C  ‐isoleucine  (protein), and 3H‐glucosamine (cell wall) 1092 
was  determined  in  cells  treated  with  daptomycin(grey  bars).   Ciprofloxacin,  rifampicin, 1093 
vancomycin and  tetracycline were used as  control antibiotics.  The amount of  radiolabeled 1094 
precursors incorporated in untreated control cells was taken as 100%. Error bars represent 1095 
standard deviation of the mean. 1096 
   1097 
   1098 
 1099 
Supporting Figure 2: Effects of daptomycin on energy metabolism and cell growth. (A) Effect 1100 
on respiratory chain activity measured by reduction of blue resazurin (630 nm) to red resorufin 1101 
(540  nm).  (B)  Effect  on  ATP  concentrations  measured  with  a  luciferase‐based  assay  and 1102 
expressed relative to the untreated control. Cells were grown and treated as described for 1103 
proteome analysis  in  the main  text  (3.5 µg/ml daptomycin). Error bars  represent  standard 1104 
deviations of the mean. (C) Growth curves of cells in LB medium supplemented with 1.25 mM 1105 
CaCl2 and exposed to different daptomycin concentrations at OD600 ~0.3 (arrow). 1106 
 1107 
Supporting Figure 3: Cell permeability assay using propidium iodide. B. subtilis 168 was grown 1108 
under the same conditions described for proteomic conditions (3.5 µg/ml daptomycin). Green 1109 
fluorescence (SYTO9) indicates cells with intact membranes while red fluorescence (propidium 1110 
iodide) indicates the presence of membrane pores 15. Nisin is used as positive control. Clearly, 1111 
under these conditions daptomycin does not form pores in the membrane. Scale bar 3 µm. 1112 
   1113 
 1114 
Supporting Figure 4: Effect on membrane  lipids.  (A) Visibility of  lipid patches  stained with 1115 
FM5‐95 over time. (B) Organization of fluid lipid domains stained with DiIC12. B. subtilis 168 1116 
was grown at 30 °C in LB + 1.25 mM CaCl2 until an OD600 of ~0.3 prior to antibiotic treatment. 1117 
Note that membrane patches become visible with the fluid  lipid domain dye DiIC12 before 1118 
they appear with the unselective FM5‐95 stain. Scale bars represent 2 µm.   1119 
 1120 
Supporting Figure 5: Overview pictures of DiIC12‐stained membrane patches. B. subtilis 168 1121 
was grown in LB supplemented with 1.25 mM CaCl2 until an OD600 of 0.3. Cells were treated 1122 
with 3 µg/ml daptomycin‐BODIPY and 1 µg/ml unlabelled daptomycin. Scale bar 10 µm 1123 
 1124 
Supporting Figure 6: Overview pictures of co‐localization of DiIC12 with daptomycin‐BODIPY 1125 
in cells pre‐treated with benzyl alcohol. B. subtilis 168 was grown in LB supplemented with 1126 
1.25 mM CaCl2 until an OD600 of 0.3. Cells were treated with 50 mM benzyl alcohol  for 10 1127 
minutes prior to addition of 3 µg/ml daptomycin‐BODIPY and 1 µg/ml unlabelled daptomycin. 1128 
Addition of benzyl alcohol diminishes RIFs in the B. subtilis membrane, rendering daptomycin 1129 
unable to  form clusters and preventing  fluid  lipid clustering. However,  the effect of benzyl 1130 
alcohol on membrane organization is transient. Cells recover fluid domains after 90 minutes 1131 
and in cells pre‐treated with benzylalcohol, both clustering of daptomycin and concomitant 1132 
forming of lipid domains is not prevented completely but delayed by 90 minutes. Scale bar 4 1133 
µm. 1134 
   1135 
 1136 
Supporting Figure 7: Overview of the effects of different cell envelope‐targeting antibiotics 1137 
on the membrane of B. subtilis. B. subtilis 168 was grown at until an OD600 of 0.3 and treated 1138 
with 2 µg/ml daptomycin (grown in LB + 1.25 mM CaCl2), 10 µg/ml valinomycin (grown in TY + 1139 
300 mM KCl), 2 µg/ml vancomycin, or 3 µg/ml tunicamycin (grown in LB + 1.25 mM CaCl2). 1140 
Pictures were taken after 90 minutes of treatment. Scale bar 5 µm. 1141 
   1142 
 1143 
Supporting Figure 8:  Line  scans of 5  representative  cells expressing MurG‐GFP before and 1144 
after 10 minutes  treatment with 2 µg/ml daptomycin. Microscopy pictures  show how  line 1145 
scans were performed. 1146 
   1147 
 1148 
Supporting Figure 9: B. subtilis after 10 minutes treatment with 1 µg/ml daptomycin and 3 1149 
µg/ml daptomycin‐Bodipy in the absence and presence of 1.25 mM CaCl2. 1150 
   1151 
 1152 
Supporting Figure 10: Daptomycin does not influence the membrane localization of the cell 1153 
wall  synthesis  proteins  MraY,  PBP1  (ponA),  and  PBP2  (pbpB).  B.  subtilis  TNVS284  (mraY‐1154 
msfgfp), EKB44 (msfgfp‐pbpB), and TNVS45 (msfgfp‐ponA) were grown in LB supplemented 1155 
with 1.25 mM CaCl2 until an OD600 of 0.3 and treated with 2 µg/ml daptomycin for 30 minutes. 1156 
Scale bar 2 µm. 1157 
   1158 
 1159 
Supporting Figure 11: Membrane fluidity after prolonged daptomycin treatment. B. subtilis 1160 
168 was grown in LB supplemented with 1.25 mM CaCl2 until OD 0.3 and treated with 50 mM 1161 
benzyl alcohol or 1 or 2 µg/ml daptomycin. Error bars represent standard deviations of the 1162 
mean. 1163 
   1164 
 1165 
Supporting Figure 12: Localization of DivIVA. (A) DivIVA fused to monomeric sfGFP does not 1166 
co‐localize  with  lipid  patches  (upper  panel)  while  an  old  non‐monomeric  sfGFP  fusion  to 1167 
DivIVA is attracted to membrane patches caused by daptomycin (lower panel). Scale bar 2 µm. 1168 
(B) Localization of DivIVA fused to monomeric GFP is sensitive for the membrane potential. 1169 
Scale bar 3 µm.  B. subtilis HS63 (divIVA‐msfgfp) and BMK21 (divIVA‐sfgfp) were grown in LB 1170 
with 300 mM KCl in the presence of 0.5% xylose to induce the fusion protein, and treated with 1171 
10 µg/ml valinomycin at an OD600 of 0.3 to dissipate the membrane potential. Pictures were 1172 
taken after 15 minutes. Scale bar 3 µm. 1173 
   1174 
 1175 
Supporting Figure 13: Growth experiments for proteome analysis. B. subtilis 168 was grown 1176 
in  BMM  (MIC  2  µg/ml)  until  mid‐log  phase.  Then  the  culture  was  split  and  treated  with 1177 
different  antibiotic  concentrations  to  find  an  optimal  stressor  concentration  that  inhibits 1178 
growth  but  still  allows  active  protein  biosynthesis  (~50%  reduced  growth  rate).  3.5  µg/ml 1179 
daptomycin was used for proteomics and follow up experiments. Arrow indicates time point 1180 
of antibiotic addition. 1181 
   1182 
 1183 
Supporting  Figure  14:  MurG‐msfGFP  is  functional. murG‐msfGFP  was  integrated  into  the 1184 
murG locus, thereby disrupting the native murG gene (TNVS183). MurG‐msfGFP is expressed 1185 
from the native murG promoter and downstream genes are driven by Pspac using 0.1 mM 1186 
IPTG. Cells were viable and MurG showed the same localization pattern as observed with the 1187 
xylose‐inducible murG‐msfGFP construct. Scale bar 4 µm. 1188 
 1189 
   1190 
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